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Priloga A: Nukleotidno zaporedje intaktnega proteina gp6. 
 
Priloga B: Nukleotidna zaporedja plazmidov pDG148-ORF6 z zapisom za protein gp6 z 
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% (m/ V) masni odstotek 
% (V/ V)  volumski odstotek 
Ap  ampicilin 
APS  amonijev persulfat 
BHI gojišče Brain heart infusion 
Cm kloramfenikol 
Eri  eritromicin 
ɛ  ekstinkcijski koeficient 
gp genski produkt (angl. gene product) 
gp6 R52A aminokislinski ostanek arginin na mestu 52 spremenjen v ostanek 
alanin 
gp6 D8A aminokislinski ostanek aspartat na mestu 8 spremenjen v ostanek 
alanin 
gp6 E11A aminokislinski ostanek glutamat na mestu 11 spremenjen v 
ostanek alanin 
gp6 E18A aminokislinski ostanek glutamat na mestu 18 spremenjen v 
ostanek alanin 
gp6 Y34A aminokislinski ostanek tirozin na mestu 34 spremenjen v ostanek 
alanin 
IPTG  izopropil β-D-tiogalaktozid 
Kan  kanamicin 
LB  gojišče Luria-Bertani (angl. lysogeny broth agar) 
MMC mitomicin C 
Mw molekulska masa  
NaDS  natrijev dodecil sulfat 
NaDS-PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Ni-NTA  nikelj-nitrilotriocetna kovinsko-afinitetna kolona 
OD  optična gostota 
ONPG orto-nitrofenil-β-galaktozidom 
ORF  odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
P1  prvi promotor faga GIL01 
P2  drugi promotor faga GIL01 
P3  tretji promotor faga GIL01 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
rpm  število obratov na minuto (angl. rotations per minute) 
TEMED  tetrametiletilenediamin 
U enota encimske katalitične aktivnosti (angl. unit) 
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Bakteriofagi oziroma fagi so najbolj pogoste entitete v biosferi. So virusi, ki okužijo 
bakterije. Leta 1915 jih je odkril William Twort, dve leti kasneje pa je Felix d'Herelle 
odkril njihov potencial za ubijanje bakterij. Na Zahodu so jih večinoma zanemarili kot 
možno terapevtsko sredstvo, saj je bila uporaba antibiotikov enostavnejša. Pozornost so 
večinoma posvečali fagom, ki okužujejo bakterijo Escherichia coli. Te študije 
predstavljajo glavne začetnike sodobne molekularne biologije, saj so bili fagi uporabljeni 
za identifikacijo osnove genetskega materiala, trinukleotidne kode za aminokisline ter 
identifikacijo restrikcijskih encimov (Clokie in sod., 2011). 
 
Bakteriofag GIL01 spada v družino virusov Tectiviridae. Tectivirusi so bakteriofagi, ki 
imajo proteine kapside po strukturi podobne proteinom nekaterih virusov evkariontov in 
arhej. Glede na to predpostavljajo, da so igrali pomembno vlogo v začetni evoluciji 
evkariontov. Bili naj bi prekurzorji velikih evkariontskih DNA transpozonov, ki so se 
verjetno razvili v dvoverižno DNA in jo nosijo nekateri evkariontski virusi (Fornelos in 
sod., 2018). 
 
Bakteriofag GIL01 okužuje patogena žuželk – bakterijo Bacillus thuringiensis. V svojem 
gostitelju lahko vzpostavi litični ali lizogeni cikel. V lizogenem ciklu je fag stabilen in se 
podvojuje v bakteriji v obliki linearnega ~15 kbp velikega genoma. Ob stresnih dejavnikih, 
kot je na primer poškodba gostiteljeve DNA, lahko preide v litični cikel. Tak način 
življenja je značilen za temperatne fage, ki izkoristijo tovrstne signalne poti za pobeg iz 
poškodovanega gostitelja. Za razliko od ostalih temperatnih fagov fag GIL01 ne kodira 
svojega na stres občutljivega represorja. Namesto tega uporabi gostiteljski transkripcijski 
faktor LexA (Fornelos in sod., 2015). 
 
Nedavne raziskave so pokazale, da so geni bakteriofaga GIL01 prepisani s treh 
promotorjev. Promotorja na 5'-terminalnem koncu linearnega genoma, P1 in P2, nadzirata 
izražanje zgodnjih genov, katerih produkti so vpleteni v podvojevanje genoma in 
uravnavanje prepisa fagnih genov. Promotor P3, lociran na sredini fagne DNA, nadzira 
izražanje poznih genov odgovornih za zorenje viriona ter lizo gostitelja. Ugotovili so, da 
po poškodbi DNA pride do zakasnjenega izražanja genov prepisanih s P3, v primerjavi z 
geni prepisani s P1 oziroma P2 ter da promotor aktivira protein gp6. Slednji je homolog 
DNA vezavne domene represorja LexA. Fagni protein gp6 se specifično veže na 
promotorsko regijo P3 in aktivira promotor. Najverjetneje neposredno interagira z RNA-
polimerazo in stabilizira njeno vezavo na promotorsko področje na vijačnici DNA. Deluje 
torej kot aktivator transkripcije tipa II. Aminokislinski ostanek lizina 38 proteina gp6 naj bi 
omogočal vezavo proteina gp6 na DNA (Fornelos in sod., 2018). 
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1.1 NAMEN DELA 
 
V magistrskem delu smo želeli prepoznati aminokislinske ostanke proteina gp6, ki so 
pomembni za interakcijo aktivatorja gp6 z RNA-polimerazo in omogočijo sprožitev 
litičnega cikla bakteriofaga GIL01.  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Zamenjava posameznega aminokislinskega ostanka gp6 lahko izniči aktivacijo 
litičnega promotorja.  
• Mutant proteina gp6, ki ni zmožen aktivirati P3, se še vedno lahko veže na 
področje promotorja P3. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
 
2.1 TEORIJA EVOLUCIJE EVKARIONTSKE CELICE 
 
Obstaja več teorij na temo evolucije evkariontske celice in razvoja organelov. 
Predpostavljajo evolucijsko sorodnost mitohondrijev in kloroplastov s prokarionti. Ta dva 
organela naj bi se razvila iz prokariontskih prednikov s procesom endosimbioze (Gupta in 
Golding, 1996).  
 
Mitohondrij naj bi se razvil iz endosimbiontske α-proteobakterije. Kljub številnim 
modelom in teorijam pa še vedno ni popolnoma jasno, kakšna je bila gostiteljska celica, ki 
je sprejela endosimbionta. Čeprav so danes na voljo številne tehnike in je tehnologija zelo 
napredovala, še vedno nimamo točnega modela nastanka organelov (Archibald, 2015). 
 
Znanstveniki domnevajo, da naj bi se evkariontske celice razvile iz kompleksnega DNA 
virusa. Predpostavljajo, da je virus postal trajno prisoten v citoplazmi arheje. S pomočjo 
nekaterih nujno potrebnih genov gostiteljskega genoma se je razvil v evkariontsko jedro. 
Številne lastnosti evkariontskega jedra naj bi namreč izvirale iz virusnega prednika. To so: 
zaščita terminalnega konca mRNA, linearni kromosomi in fizično ločena transkripcija od 





Družina Tectiviridae je skupina bakteriofagov ikozaedrične oblike, ki nimajo tubularnega 
repa povezanega z vratom kapside. Posebnost predstavnikov te družine je, da glavo virusa 
poleg proteinskega plašča kapside gradi tudi lipidni dvosloj. Glede na gostitelja jih delimo 
v dve skupini: tiste, ki okužujejo po Gramu negativne bakterije in tiste, ki okužujejo po 
Gramu pozitivne bakterije. V prvi skupini so litični fagi, medtem ko so v drugi skupini 
temperatni fagi, kot je na primer fag GIL16. Slednji okuži bakterije skupine Bacillus 
cereus sensu lato in sorodne po Gramu pozitivne bakterije. Značilnost te vrste fagov je, da 
se med lizogenim ciklom v celici pomnožujejo kot prosti linearni fragment DNA. V 
genomu faga GIL01 skoraj polovica od 32 anotiranih odprtih bralnih okvirjev (angl. »open 
reading frame« – ORF) nima homologov. Proteini nimajo poznane funkcije, kar ovira 
razumevanje biologije faga (Bejron-Otero in sod., 2017). 
 
Za bakterijske viruse je nenavadno, da imajo notranjo membrano, kot jo najdemo pri 
predstavnikih Tectivirusov. Sestavljena je iz približno enakega razmerja virusnih proteinov 
in lipidov, ki izvirajo iz gostiteljeve celične membrane (Bejron-Otero in sod., 2017). 
 
 
Čeh T. Prepoznava aminokislinskih ostankov proteina gp6 bakteriofaga GIL01 B. thuringiensis … litičnega promotorja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2019 
4 
2.3 BAKTERIOFAGI IN NJIHOVI NAČINI ŽIVLJENJA 
 
Fagi imajo lahko več različnih življenjskih ciklov. V litičnem ciklu fagi okužijo in hitro 
uničijo svojo gostiteljsko celico. S tem zmanjšajo bakterijsko populacijo in občasno 
prispevajo k svoji evoluciji preko transdukcije. V nasprotju z litičnim ciklom, se v 
lizogenem ciklu genom faga ob vstopu v celico integrira v genom gostitelja ali pa fagna 
DNA v obliki plazmida ostane v gostiteljski celici. V lizogenem ciklu lahko ostane po več 
tisoč generacij. Fag lahko spremeni fenotip bakterije s tem, da vpliva na izražanje genov 
gostitelja. Proces imenujemo lizogena konverzija (Clokie in sod., 2011).   
 
Bakteriofagi imajo lahko tudi psevdolizogeni cikel (Slika 1). Definirajo jo kot situacijo, v 
kateri je fag vstopil v gostiteljsko celico in se ni nikamor vključil. Namesto tega ta počaka 
v celici na določene pogoje, ki sprožijo vstop v litični ali lizogeni cikel. Obstaja tudi 
kronična infekcija, ki so jo odkrili pri nekaterih virusih arhej. Pri tem načinu življenja se 
genetski zapis virusa počasi izgubi iz celice brez očitne celične smrti (Clokie in sod., 
2011).   
 
 
Slika 1: Življenjski cikli fagov (povzeto po Feiner in sod., 2015). 
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2.4 FAG GIL01 
 
 
2.4.1 Vstop faga v bakterijsko celico 
 
Fag mora za okužbo gostiteljske celice le-to prepoznati in se nanjo vezati. Začetno 
prepoznavanje se navadno zgodi preko receptorja na celični površini, temu pa sledi vstop 
virusa v celico. Proteini viriona specifično interagirajo z receptorji na površini gostiteljske 
celice. Virusi, ki okužujejo po Gramu negativne bakterije, običajno prepoznajo dele 
polisaharidov ali zunanje membranske proteine na površini celic, kot so na primer porini. 
Medtem ko se virusi, ki okužujejo po Gramu pozitivne bakterije, vežejo na polisaharide na 
površini celic. Po vezavi virus injicira svojo nukleinsko kislino skozi specifičen kanal, z 
membransko fuzijo ali preko intracelularnega vezikla. Številni bakteriofagi kodirajo 
encime za hidrolizo peptidoglikana. Fag PRD1, ki je najbolj raziskan med Tectivirusi in je 
po zgradbi najbolj podoben fagu GIL01, ima dva litična encima, ki gradita virion – virusno 
ovojnico. GIL01 ima dva odprta bralna okvira, ki kodirata encime za hidrolizo 
peptidoglikana. Del receptorja na celični površini faga GIL01 predstavlja N-acetil-
muraminsko kislino. Proces penetracije viriona je odvisen od dvovalentnih kationov, 
slednji pa ne vplivajo na vezavo faga na površino celice in razgradnjo peptidoglikana 
(Gaidelyte in sod., 2006). 
  
 
2.4.2 Prepisovanje genov faga GIL01 ob okužbi 
 
Bakteriofag GIL01 okužuje bakterijo B. thuringiensis. Ima ~15 kbp dolgo linearno 
dvoverižno DNA, ki se vključi v gostiteljski genom med lizogenim ciklom. Bakteriofagni 
genom je razdeljen na dva glavna modula. Levih 5 kbp genoma sestavljajo geni, vključeni 
v replikacijo in regulacijo prepisani s promotorjev P1 in P2, medtem ko je desnih 10 kbp 
namenjenih strukturi virusa ter lizi. Ti geni se prepišejo s promotorja P3 (Fornelos in sod., 
2015). 
 
Med litičnim ciklom, ki je lahko sprožen s poškodbo DNA, pride do prepisovanja genov 
bakteriofaga. LexA skupaj z fagnim proteinom gp7 povzroči represijo promotorja P1. 
Aktivacija P1 ni utišana, če ni prisoten fagni protein gp7 (Fornelos in sod., 2015). 
Promotor P3 nadzira prepis poznih genov, odgovornih za zorenje viriona ter lizo gostitelja. 
Utišan je s kompleksom LexA-gp7, ki se veže na zaporedje na promotorju (Slika 2). Po 
poškodbi DNA je promotor P3 neaktiven, saj je za aktivacijo tega promotorja potrebna 
predhodna vezava fagnega proteina gp6, ki je homolog DNA vezavni domeni proteina 
LexA (Fornelos in sod., 2018).   
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 Lizogeni cikel GIL01 je uravnavan s pomočjo gostiteljskega odziva SOS, kar ga razlikuje 
od večine ostalih fagov, kjer je običajno potreben specifični fagni represor (Fornelos in 
sod., 2018). Za stabilno vzpostavitev lizogenega cikla sta pomembna proteina gp1 in gp7 
(Fornelos in sod., 2015). Protein gp7 najdemo v genomih mnogih Tectivirusov, ki 
inficirajo tudi nekatere človeške patogene, kot na primer Bacillus cereus, Bacillus 
anthracis in Streptococcus pneumoniae. Vezava gp7 z LexA je pogost mehanizem te 





Slika 2: Uravnavanje litičnega in lizogenega cikla faga GIL01 (povzeto po Fornelos in sod., 2018).  
Puščice označujejo aktivacijo promotorja. Črte s pravokotno zaključeno črto na koncu označujejo utišanje 
promotorja. Genom bakteriofaga GIL01 je shematsko prikazan s pravokotniki, v katerih številka označuje 
številko zaporednega ORF. Vijugasti črti pod genomom označujeta transkripta. 
 
 
2.5 ODZIV SOS 
 
Odziv SOS je molekularni mehanizem, s pomočjo katerega bakterija prepozna in popravi 
poškodbo DNA v celici. Glavni komponenti odziva SOS sta rekombinaza RecA in globalni 
transkripcijski faktor LexA. Če so v celici ugodni pogoji za rast, LexA zavira transkripcijo 
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številnih genov, katerih produkti so vključeni v popravilo poškodovane DNA. To stori 
tako, da se veže na operatorsko zaporedje (angl. »SOS box«), locirano v bližini promotorja 
(Fornelos in sod., 2015). Večina proteina LexA je vezana na DNA, okrog 20 % pa naj bi 
bilo prostega v celici. LexA je homodimerni protein, ki verjetno najde svoje tarčno mesto z 
večkratno disociacijo in ponovno vezavo na eni molekuli DNA (Butala in sod., 2011). 
 
Pri poškodbi genoma se RecA veže na enoverižno DNA, kar spodbudi samorazgradnjo 
LexA (Fornelos in sod., 2015). RecA sproži razgradnjo peptidne vezi proteina LexA med 
aminokislinskima ostankoma Ala84 in Gly85. S tem se zmanjša afiniteta LexA do DNA. 
Izpostavijo se aminokislinski ostanki, ki jih prepoznata razgradni proteazi ClpXP in Lon. 
Koncentracija LexA v celici pade s približno 2 µM na približno 0,2 µM (Butala in sod., 
2011). Zaradi odstranitve LexA z operatorjev se prepišejo geni SOS, kot sta gena recA in 
lexA. Ob popravilu poškodovane DNA se LexA ponovno veže na operatorje, kar vodi do 
znižanja koncentracije RecA v celici (Fornelos in sod., 2015). 
 
V bakteriji Escherichia coli (E. coli) LexA uravnava aktivnost približno 30 promotorjev, ki 
uravnavajo izražanje genov, vpletenih v popravljanje in podvajanje poškodovane DNA. 
LexA povezujejo tudi z nadziranjem funkcij, ki niso povezane z reševanjem poškodovanih 
celic, kot je na primer premikanje mobilnih elementov znotraj in med bakterijami, sinteza 





Poglavitni encim, ki omogoča proces transkripcije, je RNA-polimeraza. Aktivno mesto 
polimeraze ima determinante za vezavo na matrično DNA. Za začetek transkripcije na 
nekem promotorju se mora RNA-polimeraza povezati s podenoto sigma, da se tvori 
holoencim. Podenota sigma ima tri funkcije: zagotavljanje prepoznavanja specifičnih 
promotorskih zaporedij, pozicioniranje polimeraznega holoencima na tarčni promotor in 
začetek odvijanja dvoverižne DNA blizu mesta začetka transkripcije. Večina bakterij 
sintetizira več podenot sigma, ki omogočajo prepoznavanje različnih promotorjev 
(Browning in Busby, 2004).  
 
Promotorji nadzirajo prepis genov. Iniciacija transkripcije zahteva interakcijo RNA-
polimeraze s promotorjem in nastanek odprtega kompleksa na mestu začetka transkripcije, 
kjer se dvoverižna DNA odvije. Sinteza verige RNA na matrični DNA se začne z 
nastankom prve fosfodiesterske vezi med začetnim in prostim nukleozid trifosfatom. 
Glavni korak pri sprožitvi prepisa genov je prepoznava zaporedij elementov promotorja. 
Vloga elementov promotorja je predvsem vezava RNA-polimeraze, čemur sledijo naslednji 
koraki transkripcije (Browning in Busby, 2004).  
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2.6.1 Aktivacija prepisa gena 
 
Opisani so primeri, ko je nukleotidno zaporedje zadostno za stabilizacijo RNA-polimeraze 
na promotorju in začetek transkripcije. V drugih primerih pa so za začetek prepisa gena 
pomembni transkripcijski faktorji, ki so nujno potrebni za aktivacijo prepisa gena (Lee in 
sod., 2012).  
 
Opisani so trije tipi aktivacije transkripcije: transkripcija tipa I, transkripcija tipa II in 
transkripcija s pomočjo konformacijske spremembe. Pri transkripciji tipa I se 
transkripcijski faktor oziroma aktivator veže na operator, ki je lociran navzgor nad 
promotorskim elementom in preko interakcije s C-terminalno domeno α-podenote 
polimeraze stabilizira kompleks RNA-polimeraze in DNA (Browning in Busby, 2016). 
 
Transkripcija tipa II (Slika 3) je posledica vezave aktivatorja na operator tako, da ta 
prekrije element –35 promotorja. Ko je aktivator vezan na operator, aktivacijski predeli 
transkripcijskega faktorja interagirajo z domeno 4 podenote sigma in tako stabilizirajo 
RNA-polimerazo na DNA. Interakcija med aktivatorjem in polimerazo na promotorju 
 poteče, ko je vijačnica DNA razprta. Aktivatorji tipa II lahko delujejo skupaj z aktivatorji 
tipa I. Ta kombinacija je pomembna pri številnih bakterijskih promotorjih, pri katerih je 
aktivnost odvisna od dveh signalov okolja (Browning in Busby, 2016). 
 
 
Slika 3: Prepis genov z mehanizmom tipa II (povzeto po Browning in Busby, 2016). 
Aktivator (rdeči krogli) se veže blizu elementa -35 ali na samo mesto elementa -35. Aktivator interagira z 
domeno 4 podenote sigma. Podenota 2 sigma se veže na element -10. αCTD je α-karboksilna terminalna 
domena podenote α RNA-polimeraze in α-NTD je α-amino terminalna domena podenote α RNA-polimeraze. 
Prepis genov poteka v smeri puščice. 
 
Nekatere bakterije lahko vplivajo na transkripcijo s transkripcijskimi faktorji, ki uvedejo 
spremembo konformacije promotorske regije. Eden od bolj raziskanih tako delujočih 
transkripcijskih faktorjev so predstavniki družine proteinov MerR, ki jih najdemo tudi pri 
bakteriji Bacillus subtilis (Lee in sod., 2012).  
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Genetske in biokemijske študije številnih bakterijskih promotorjev so pokazale, da je 
neposreden kontakt transkripcijskega aktivatorja in RNA-polimeraze nujen za začetek 
transkripcije. Pri večini promotorjev, ki so odvisni od enega aktivatorja, se aktivator veže 
na tarčno DNA na promotor ali navzgor od njega. Tako ima vezan aktivator neposreden 
kontakt z RNA-polimerazo. Ne glede na to, ali je vezava polimeraze odvisna od aktivatorja 
ali ne, je končna organizacija odprtega kompleksa podobna. Večina aktivatorjev vključuje 
stranske skupine aminokislinskih ostankov, ki se pogosto združujejo v skupke in tvorijo 
majhne predele, poznane kot aktivacijske regije. Z mutagenezo ključnih aminokislinskih 




2.7 URAVNAVANJE PREPISA GENOV BAKTERIOFAGA GIL01 
 
Bakteriofag GIL01 izkorišča gostiteljski protein LexA za ohranjanje lizogenega cikla. V ta 
namen je nujno potreben tudi mali protein bakteriofaga, protein gp7, ki z neposredno 
vezavo na LexA poveča afiniteto represorja do promotorja P1. Slednja interakcija prepreči, 
da bi se zgodnji geni prezgodaj aktivirali tekom popravila poškodovane DNA. Tako je 
preprečen zgoden prepis gena 6, ki kodira protein gp6 in je aktivator poznega, litičnega 
promotorja P3 (Fornelos in sod., 2018). 
  
Ko pride do dolgotrajne poškodbe DNA, se v celici zmanjša nivo LexA ter se poveča 
sinteza in akumulacija gp6. Ta lahko ob dovoljšni koncentraciji aktivira promotor P3, kar 
vodi do izražanja poznih genov GIL01. Temu sledi liza celic. Tudi promotor P3 je 
uravnavan s kompleksom LexA-gp7, a genetsko stikalo prehoda v litičen cikel je protein 
gp6 (Fornelos in sod., 2018). 
 
Vezava gp6 in LexA na promotor P3 lahko poteče simultano. gp6 najverjetneje aktivira 
transkripcijo z direktno interakcijo z RNA-polimerazo. gp6 je homologen N-terminalni 
DNA vezavni domeni LexA. Tako kot homologi gp7 so bili tudi homologi gp6 najdeni v 
genomih mnogih Tectivirusov. Iz tega lahko sklepamo, da je bilo zaporedje pridobljeno iz 
bakterijskega gostitelja in se je razvilo tako, da prepozna določena nukleotidna zaporedja 
na promotorju P3 in aktivira transkripcijo poznih genov številnih bakteriofagov (Fornelos 
in sod., 2018). 
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 1: Bakterijski sevi. 
Bakterijski sev  Genotipske lastnosti/opis Vir 
Bacillus thuringiensis 
serovar israelsis GBJ002 
Derivat naravnega gostitelja faga GIL01 s Kanr in dvema 




serovar israelsis GBJ002 
 
Derivat naravnega gostitelja faga GIL01, pri katerem je litični 




Escherichia coli DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 












Escherichia coli dam- 
(angl. »DNA adenine 
methylation«) GM2163 
F-ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA 
dcm-6 hisG4 rfbD1 rpsL136 dam13::Tn9 xylA5 mtl-1 thi-









Preglednica 2: Uporabljeni plazmidi. 
Plazmid  Opis  Vir 
pDG148-ORF6 ORF6 pod kontrolo promotorja T7. IPTG inducibilen 
promotor nadzira prepis gena za gp6. Nosi zapis za Kanr. 
Dr. N. Fornelos* 
pHT304.18Z-2' Poročevalski gen lacZ je pod kontrolo litičnega promotorja P3 
faga GIL01. 
Dr. N. Fornelos* 
pET8c gp6 Derivat plazmida pET8c za izražanje s His6 označenih 
rekombinantnih proteinov. Nosi vstavljen zapis za ORF6 iz 
faga GIL01. Ampr v E. coli. 
Dr. N. Fornelos* 
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Preglednica 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % acrylamide/bis-acrylamide, 19:1 Bio-Rad ZDA 
1,4-Dithiothreitol (DTT) Fluka Francija 
Agar Formedium Velika Britanija 
Dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika Hrvaška 
BHI gojišče Merck Nemčija 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva Nemčija 
2-Merkapto-etanol Sigma ZDA 
Ampicilin, Eritromicin, Kanamicin Thermo Fisher Scientific ZDA 
Borova kislina Sigma ZDA 
Glicin Sigma ZDA 
Magnezijev klorid (MgCl2) Sigma ZDA 
TEMED (N,N,N´,N'-Tetramethylethylenediamine) Sigma ZDA 
Trizma® base (Tris-base) Sigma ZDA 
2-Propanol (Izopropanol) Merck Nemčija 
EDTA – Etilendiamintetraocetna kislina Merck Nemčija 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Merck Nemčija 
Kalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Merck Nemčija 
Kalijev klorid (KCl) Merck Nemčija 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Merck Nemčija 
Natrijev hidrksid (NaOH) Merck Nemčija 
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck Nemčija 
NaH2PO4 Merck Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl) Merck Nemčija 
Polietilen glikol (PEG) 8000 Merck Nemčija 
Tris-HCl Merck Nemčija 
DNA Gel Loading Dye (6×) Thermo Fisher Scientific ZDA 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, GeneRuler 100 bp 
Plus DNA Ladder 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Novex™ Sharp Pre-stained Protein Standard Thermo Fisher Scientific ZDA 
NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X) Thermo Fisher Scientific ZDA 
NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) Thermo Fisher Scientific ZDA 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
 
Kemikalija Proizvajalec Država 
Orange DNA Loading Dye Thermo Fisher Scientific ZDA 
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 
250 kDa 
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Etidijev bromid Thermo Fisher Scientific ZDA 
SimplyBlue™ SafeStain  Thermo Fisher Scientific ZDA 
Etanol (96 %, 100 %) Carlo Erba Italija 
Proteazni inhibitor (cOmpleteTM ULTRA Tablets, 




3.1.4 Pufri in reagenti 
 
Preglednica 4: Pufri in reagenti. 
Pufer Sestava 
agarozni gel 0,8-1,5 % agaroze 
barvilo Coomassie 0,1 % (m/V) Coomassie blue, 40 % (V/V) metanol, 1 % 
(V/V) ocetna kislina 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1 % (m/V) tripton, 0,5 % (m/V) kvasni ekstrakt, 1 % 
(m/V) NaCl, 15 mg/mL agar 
NaDS elektroforezni pufer 3,03 % (m/V) Tris, 14,4 %(m/V) glicin, 1 % (m/V) NaDS 
NaDS ločevalni gel, 10 % (1 mm) 3 mL akrilamid, 5,173 mL dH2O, 1,25 mL 3 M Tris, 67 
µL 10 % NaDS, 500 µL 1,5 % APS, 10 µL 1,5 % TEMED 
NaDS nanašalni gel  0,6 mL akrilamid, 3,534 mL dH2O, 1,5 mL 3 M Tris, 60 
µL 10 % NaDS, 300 µL 1,5 % APS, 6 µL 1,5 % TEMED 
raztopina za razbarvanje Coomassie in Sypro 
Red 
7,5 % (V/V) ocetna kislina, 10 % (V/V) etanol 
pufer za lizo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 
8,0 
pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 
8,0 
pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 
8,0 
dializni pufer 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2mM DTT, 0,1 
mg/mL, pH 7,4 
pufer TBE 45 mM Tris, 45 mM borova kislina, 1 mM EDTA, pH 8,3 
pufer za SPR  125 mM Tris, 700 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT, 
0,1 mg/mL BSA, 0,005% P20, pH 7,4 
pufer Z 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM 
MgSO4, 50 mM β-merkaptoetanol 
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Preglednica 5: Antibiotiki. 
Antibiotiki Delovna koncentracija Proizvajalec  
Ampicilin  100 µg/mL Thermo Fisher Scientific 
Eritromicin 25 µg/mL Thermo Fisher Scientific 
Kanamicin 50 µg/mL Thermo Fisher Scientific 
Kloramfenikol 25 µg/mL Thermo Fischer Scientific 
 
 
3.1.6 Komercialni kompleti 
 
Preglednica 6: Kompleti. 
Komplet Proizvajalec Država 
DreamTaq Green PCR Master Mix Thermo Fisher Scientific ZDA 
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen Nemčija 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific ZDA 
Phusion High-Fidelity DNA polymerase Thermo Fisher Scientific ZDA 
TransformAid Bacterial Transformation Kit Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
 
3.1.7 Encimi in standardne DNA-lestvice 
 
Preglednica 7: Encimi. 
Encim Proizvajalec Država 
DpnI (10 U/µL) Thermo Fisher Scientific ZDA 
Phusion DNA Polymerase (2 U/µL) Thermo Fisher Scientific ZDA 
 
 
3.1.8 Začetni oligonukleotidi 
 




GP6 D8A_UP 5'- CTTATACATTCTAACGTAGCCTGTTCCCTTGGCGTC -3' 
GP6 D8A_DO 5'-GACGCCAAGGGAACAGGCTACGTTAGAATGTATAAG-3' 
 se nadaljuje 
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GP6 E11A_UP 5'-CATATACCCGCTTATACATGCTAACGTATCCTGTTCCCT-3' 
GP6 E11A_DO 5'-AGGGAACAGGATACGTTAGCATGTATAAGCGGGTATATG-3' 
GP6 E18A_UP 5'-GCGCGAACCCAAACTCTGCCATATACCCGCTTATA-3' 
GP6 E18A_DO 5'-TATAAGCGGGTATATGGCAGAGTTTGGGTTCGCGC-3' 
GP6 Y34A_UP 5'-GAGATATGGCGAGTCGAATGGCCGTAAGTCATAAGACAGCAC-3'  
GP6 Y34A_DO 5'-GTGCTGTCTTATGACTTACGGCCATTCGACTCGCCATATCTC-3'   












3.1.9 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 9: Laboratorijska oprema. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
Avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath 
Stovall life sciences Inc. ZDA 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 9: Laboratorijska oprema. 
 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
hladilnik -20 °C  Liebherr Nemčija 
hladinlik -80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenja 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
vodna kopel Control Water Baths: Model 215 Fisher Scientific ZDA 
aparatura za agarozno elektroforezo elektroforezni 
aparat Mini submarine unit usmernik EPS 1001 
 Amersham Pharmacia Biotech Velika Britanija 
tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
aparatura za NaDS-PAGE elektroforetska enota 
Mini-PROTEAN Tetra System 
Bio-Rad ZDA 
aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene Velika Britanija 
refraktkometer Biacore T100 Biacore Švedska 
dializne kasete Slide-A-Lyzer Thermo Fisher Scientific ZDA 





3.2.1 Priprava trdnega gojišča LB z agarjem 
 
V 1000-mL erlenmajerico smo zatehtali 7,5 g gojišča Luria Bertani in 4,5 g agarja, dolili 
300 mL destilirane vode ter mešali z magnetnim mešalom. Erlenmajerico smo pokrili z 
aluminijasto folijo in sterilizirali gojišče pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara 20 min. 
Po sterilizaciji smo gojišče ohladili v vodni kopeli na 55 °C. Ob ognju smo v gojišče dodali 
ustrezen antibiotik ter ga razlili v petrijevke. Strjene agarne plošče smo posušili pri 37 °C 
čez noč. Trdno gojišče smo hranili na 4 °C. 
 
 
3.2.2 Gojenje sevov bakterije Bacillus thuringiensis 
 
Seve Bacillus thuringiensis smo gojili na trdnih gojiščih in v tekočih gojiščih LB s 
selekcijskim antibiotikom. Trdna gojišča smo inkubirali pri 30 °C oziroma 37 °C preko 
noči, tekoča gojišča pa na stresalniku pri 30 °C oziroma 37 °C. 
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3.2.3 Shranjevanje sevov 
 
Seve Bacillus thuringiensis smo gojili na trdnem gojišču LB preko noči pri 30 °C. 
Naslednji dan smo z zobotrebcem precepili eno kolonijo v 10 mL tekočega gojišča LB, ki 
smo ga na stresalniku stresali preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo 400 µL kulture 
prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. Temu smo dodali še 400 µL 30 % sterilnega 
glicerola v tekočem gojišču LB. Zamrznili smo v tekočem dušiku in shranili pri -80 °C. 
 
 
3.2.4 Izolacija plazmidne  DNA s komercialnim kompletom EndoFree Plasmid Maxi 
Kit 
 
Po navodilih komercialnega kompleta EndoFree Plasmid Maxi Kit smo izolirali plazmidno 
DNA iz celic GBJ002 pDG148-ORF6/pHT304.18Z-2', ki smo jih predhodno gojili na 
trdnem gojišču LB s kanamicinom (50 µg/mL) preko noči pri 30 °C. 
 
 
3.2.5 Pomnožitev odseka plazmidne DNA z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Z verižno reakcijo s polimerazo smo pomnožili odsek plazmidne DNA z zapisom za 




Preglednica 10: Sestava reakcijske zmesi za reakcijo PCR za pomnožitev plazmidne DNA iz celic GBJ002 
pDG148-ORF6/pHT304.18Z-2'. 
Komponenta reakcijske zmesi  Volumen (µL) 
H20 22 
mastermix mešanica Thermo Fischer Scientific (2×) 25 
Začetni oligonukleotid orf6_UP (100 µM) 1 
Začetni oligonukleotid orf6_DO (100 µM) 1 
Plazmidna DNA iz GBJ002 pDG148-ORF6/pHT304.18Z-2' (125 ng/µL) 1 
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Preglednica 11: Program za reakcijo PCR za pomnožitev plazmidne DNA iz celic GBJ002 pDG148-
ORF6/pHT304.18Z-2'. 
Temperatura  Čas   Proces 
94 °C 30 s  začetna denaturacija 
94 °C 30 s  denaturacija 
55 °C 1 min 30 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 30 s  podaljševanje 
4 °C ∞  ustavitev 
 
 
3.2.6 Gelska elektroforeza 
 
Glede na velikost DNA smo pripravili bolj ali manj zamrežen agarozni gel. Gel smo 
pripravili iz 0,8-1,5 % agaroze in 0,7 µg/mL etidijevega bromida. Vzorcem smo dodali 6 × 
nanašalni pufer Orange DNA Loading Dye, razen pri vzorcih iz reakcije PCR, ki so že 
vsebovali nanašalni pufer. Elektroforeza je tekla pri 110 V od 20 do 45 minut, odvisno od 
dolžine fragmenta DNA.  
 
 
3.2.7 Uvedba točkovne mutacije z verižno reakcijo s polimerazo 
 
V gen za protein gp6 na plazmidu pDG148-ORF6 smo uvedli točkovne mutacije izbranih 
petih aminokislinskih ostankov. Uporabili smo verižno reakcijo s polimerazo in nabor 
komplementarnih oligonukleotidnih začetnikov. Mutacije smo uvedli tako, da smo 
aminokislinske ostanke aspartata 8 (gp6 D8A), glutamata 11 (gp6 E11A), glutamata 18 
(gp6 E18A), tirozina 34 (gp6 Y34A) ali arginina 52 (gp6 R52A) zamenjali s pomočjo 
specifičnih začetnih oligonukleotidov. Uporabili smo nabore začetnih oligonukleotidov 
GP6 D8A, GP6 E11A, GP6 E18A, GP6 Y34A in GP6 R52A. Vsi so bili na začetku 
redčeni tako, da smo dobili 100 µM koncentracijo. Izvedli smo več reakcij PCR, da smo 
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Preglednica 12: Sestava reakcijske zmesi za PCR za uvedbo mutacij v plazmid pDG148-ORF6 s 100 µM 
začetnimi oligonukleotidi. 
Komponenta reakcijske zmesi  Volumen (µL) 
H20 18,75 
10× pufer 2,5 
Turbo DNA polimeraza  0,5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 1 
Začetni oligonukleotid 2 (100 µM) 1 
Plazmidna DNA pDG148-ORF6 (125 ng/µL) 0,75 
Skupni volumen  25 
 
 
Preglednica 13: Program za reakcijo PCR za uvedbo mutacije v plazmidu pDG148-ORF6 s 100 µM 
začetnimi oligonukleotidi. 
Temperatura  Čas   Proces 
95 °C 30 s  začetna denaturacija DNA 
95 °C 30 s  denaturacija DNA 
55 °C 1 min 12 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
68 °C 1 min  podaljševanje 
4 °C 6 min  ustavitev 
 
 
Reakcija ni dala produktov, zato smo v naslednji reakciji uporabili 0,25 µL začetnih 
oligonukelotidov koncentracije 50 µM in Phusion polimerazo. Pripravili smo dve 
mikrocentrifugirki s 25 µL reakcijske mešanice (Preglednica 14). Program reakcije smo 
prilagodili tako, da je ta tekla 16 ciklov (Preglednica 15). Ko se je reakcija končala, smo 
vsebino obeh mikrocentrifugirk združili ter dodali še 0,5 µL Phusion polimeraze. Reakcija 
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Preglednica 14: Sestava reakcijske zmesi za PCR za uvedbo mutacij v plazmid pDG148-ORF6 s 50 µM 
začetnimi oligonukleotidi. 
Komponenta reakcijske zmesi  Volumen (µL) 
H20 18,5 
5× Phusion HF pufer 5 
Phusion polimeraza  0,25 
dNTP (10 mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (50 µM) 0,25 
Začetni oligonukleotid 2 (50 µM) 0,25 
Plazmidna DNA pDG148-ORF6 (125 ng/µL) 0,5 
Skupni volumen  25 
 
 
Preglednica 15: Program za reakcijo PCR za uvedbo mutacije v plazmidu pDG148-ORF6 s 50 µM začetnimi 
oligonukleotidi. 
Temperatura  Čas   Proces 
98 °C 5 min  začetna denaturacija DNA 
98 °C 30 s  denaturacija DNA 
55 °C 45 s 16 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 3 min  podaljševanje 
4 °C ∞  ustavitev 
 
Tudi ta način ni dal produkta, zato smo poskusili ponovno z začetnimi oligonukleotidi 
koncentracije 10 µM (Preglednica 16) in programom za reakcijo PCR v Preglednici 17. 
 
Preglednica 16: Sestava reakcijske zmesi za PCR za uvedbo mutacij v plazmid pDG148-ORF6 z 0,5, 5 in 10 
µM začetnimi oligonukleotidi. 
Komponenta reakcijske zmesi  Volumen (µL) 
H20 16,25 
5× Phusion HF pufer 5 
Phusion polimeraza  0,5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (0,5/5/10 µM) 1 
Začetni oligonukleotid 2 (0,5/5/10 µM) 1 
Plazmidna DNA pDG148-ORF6 (125 ng/µL) 0,75 
Skupni volumen  25 
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Preglednica 17: Program za reakcijo PCR za uvedbo mutacije v plazmidu pDG148-ORF6 z 0,5, 5 in 10 µM 
začetnimi oligonukleotidi. 
Temperatura  Čas   Proces 
95 °C 30 s  začetna denaturacija DNA 
95 °C 30 s  denaturacija DNA 
55 °C 1 min 16 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 3 min  podaljševanje 
4 °C ∞  ustavitev 
 
Reakcija ni dala produktov, zato smo ponovili reakcijo PCR s koncentracijama začetnih 
oligonukleotidov 5 µM in 0,5 µM. Komponente reakcijske zmesi so bile enake kot 
zapisano v Preglednici 16, program pa enak kot v Preglednici 17. Uspešna je bila reakcija 
redčitve začetnih oligonukleotidov na končno koncentracijo 0,5 µM.  
 
 
3.2.8  Rezanje produkta PCR z encimom DpnI 
 
Produkt reakcije PCR, ki je vključeval točkovno mutacijo, smo rezali z encimom DpnI. Ta 
je endonukleaza, ki razgrajuje metilirano in hemimetilirano DNA zaporedje GATC. Tako 
smo odstranili vso matrično, ne mutirano DNA, ki je bila metilirana. V vzorcu nam je 
ostala samo pomnožena DNA, ki ni metilirana. 
  
Iz 25 µL reakcijske mešanice po pomnoževanju s PCR smo prenesli 5 µL reakcijske zmesi 
v čisto mikrocentrifugirko. Vanjo smo dodali 0,2 µL (2 U/µL) encima DpnI. Mešanico 
smo nato inkubirali 1 uro v vodni kopeli pri 37 °C. 
 
 
3.2.9 Transformacija plazmidne DNA v celice E. coli DH5α 
 
2 µL mešanice plazmidne DNA predhodno tretirane z DpnI smo sterilno prenesli k 50 µL 
kompetentnih celic E. coli DH5α. Celice E. coli DH5α so zelo primerne za transformacije, 
saj zagotavljajo večjo stabilnost insertov od drugih celic in nimajo endonukleaz, ki bi lahko 
razgradile vstavljen plazmid. Celice s plazmidom smo pustili 30 minut v 
mikrocentrifugirki v ledeni vodi, nato pa smo jo prenesli v vodno kopel pri 42 °C za 
minuto in pol. Po tem času smo mikrocentrifugirko ponovno vrnili v ledeno vodo za 2 
minuti. Dodali smo 400 µL ogretega sterilnega tekočega gojišča LB ter dali za 50 minut na 
stresanje pri 37 °C. Po končani inkubaciji smo mikrocentrifugirko 3 minute centrifugirali 
pri 4000 rpm. 400 µL supernatanta smo odstranili, 52 µL preostale vsebine pa smo 
resuspendirali, nanesli na trdno gojišče LB z ampicilinom ter inkubirali preko noči na 37 
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°C. Naslednji dan smo zrasle kolonije precepili na novo trdno gojišče LB z ampicilinom 
(100 µg/mL) ter ponovno inkubirali preko noči pri 37 °C.  
 
 
3.2.10  Izolacija plazmida s komercialnim kompletom GeneJET Plasmid Miniprep 
 
Izolacijo plazmida iz kolonij celic E. coli DH5α smo izvedli po navodilih komercialnega 
kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit za izolacijo plazmida. Ustreznost nukleotidnega 
zaporedja mutiranih plazmidov je za nas izvedlo podjetje Mycrosinth AG (Švica). S tem 
smo preverili ali ima produkt mutacijo na želenem mestu. Sekvenciranje so izvedli z 
začetnim oligonukleotidom T7 terminator. 
 
 
3.2.11  Transformacija celic E. coli dam- s komercialnim kompletom »Transformaid 
Bacterial Transformation Kit« 
 
Transformacija plazmidov v bakterijo B. thuringiensis je učinkovitejša v kolikor so 
plazmidi izolirani iz seva E. coli dam-. Celice E. coli dam- GM2163 smo nacepili na trdno 
gojišče LB brez antibiotikov. Celice imajo izbrisan gen za deoksiadenozin metilazo (Dam), 
zato DNA v tej bakteriji ni metilirana na adeninu na mestu GATC. Izolirano plazmidno 
DNA pDG148-ORF6 z uvedeno mutacijo smo s transformacijo vnesli v celice E. coli dam-
. Pri tem smo uporabili komercialni kit za transformacijo celic TransformAid Bacterial 
Transformation Kit. Transformante smo nacepili na trdno gojišče LB z ampicilinom (100 
µg/mL) in jih gojili preko noči pri 37 °C. Naslednji dan smo jih precepili na sterilne 
plošče, nato pa iz zrastlih transformant izolirali plazmidne DNA z uvedeno mutacijo. 
 
 
3.2.12  Priprava kompetentnih celic B. thuringiensis primernih za elektroporacijo 
 
Kolonijo GBJ002 pHT304.18Z-2' na trdnem gojišču LB z eritromicinom (25 µg/mL) smo 
z zobotrebcem precepili v 20 mL tekočega gojišča BHI z eritromicinom (25 µg/mL). To 
smo gojili preko noči pri 200 rpm pri 37 °C. Naslednji dan smo precepili 1 mL zrastle 
kulture v 200 mL tekočega gojišča BHI z eritromicinom ter gojili do OD600=0,9 oziroma 
1,0. Nato smo kulturo centrifugirali 15 minut pri 20 °C in 4500 rpm. Pelet smo sprali z 200 
mL sterilne dH2O. To smo centrifugirali 15 minut pri 20 °C in 1000 rpm, sprali pelet z 200 
mL dH2O in ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. Nato smo pelet sprali v 10 mL 40 
% polietilenglikolu PEG8000. Ponovno smo centrifugirali 15 minut pri 20 °C in 5000 rpm. 
Po končanem centrifugiranju smo odstranili PEG, pelet pa smo resuspendirali v 1 mL 
PEG8000 in po 100 µL celic odpipetirali v čiste mikrocentrifugirke. Celice smo takoj 
uporabili za elektroporacijo oziroma smo jih zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri -80 
°C.  
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K 100 µL kompetentnih celic smo dodali 10 µL derivata plazmidne DNA pDG148-ORF6 
z uvedeno mutacijo izolirane iz celic E. coli dam-. Pri dodajanju DNA h kompetentnim 
celicam je pomembno, da v kiveti ni mehurčkov. Elektroporacijo smo izvedli pri 1,4 kV. 
Po elektroporaciji smo vsebino kivete hitro resuspendirali v 1,5 mL ogretega tekočega 
gojišča LB. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 4 ure pri 150 rpm in 30 °C. Po končani 
inkubaciji smo centrifugirali 3 minute pri 14.000 rpm, odstranili supernatant, 100 µL celic 
pa smo nacepili na trdno gojišče LB z eritromicinom (25 µg/mL) in kanamicinom (25 
µg/mL). Gojišča smo inkubirali preko noči pri 30 °C.  
 
 
3.2.14  β-galaktozidazni test za analizo aktivnosti promotorja 
 
Posamezno kolonijo bakterij B. thuringiensis s plazmidom pHT304.18Z-2' ter z derivatom 
plazmida pDG148-ORF6 z uvedeno posamezno točkovno mutacijo smo s trdnega gojišča 
LB z antibiotikoma eritromicin (12,5 µg/mL) in kanamicin (25 µg/mL) z zobotrebcem 
precepili v 5 mL tekočega gojišča LB. Epruvete smo gojili preko noči pri 200 rpm in 37 
°C. Naslednji dan smo kulturo redčili v razmerju 1 : 100 (200 µL kulture v 20 mL tekočega 
gojišča LB z eritromicinom (12,5 µg/mL) in kanamicinom (25 µg/mL)) ter inkubirali 1 uro 
pri 200 rpm in 30 °C. Po 1 uri smo dodali 0,1 mM izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid 
(IPTG) ter kulturo inkubirali še 2 uri. Po končani inkubaciji smo odvzeli iz vsake 
erlenmajerice 1 mL vzorca za meritev optične gostote celic pri valovni dolžini 600 nm. V 
vsako erlenmajerico smo dodali mitomicin (MMC) končne koncentracije 50 ng/mL ter  
inkubirali še uro in pol pri 200 rpm in 30 °C. Po tem času smo vzeli 20 µL vzorca iz vsake 
erlenmajerice ter shranili do uporabe na –20 °C. K 20 µL zmrznjenih celic smo dodali 980 
µL pufra Z in 10 µL toluena. Mikrocentrifugirke smo premešali na magnetnem mešalu ter 
jih inkubirali 5 minut v vodni kopeli pri 37 °C. Potem smo dodali 200 µL pufra Z z orto-
nitrofenil-β-galaktozidom (ONPG) in inkubirali 20–30 minut v vodni kopeli pri 37 °C. 
Reakcijo smo ustavili z dodatkom 500 µL 1 M Na2CO3, nakar smo mešanico centrifugirali 
7 minut pri 13.000 rpm. 1 mL supernatanta smo prenesli v kiveto in pomerili optično 
gostoto pri valovni dolžini 420 nm. S pomočjo spodnje enačbe (1) smo nato dobljene 
podatke preračunali in ovrednotili v Millerjevih enotah. 
 
1 Millerjeva enota =
(1000 ∗ OD420)
OD600 ∗ t (min) ∗ V (mL)
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3.2.15  Uvedba točkovnih mutacij gp6 Y34A in gp6 E18A na plazmidu pET8c gp6 in 
transformacija plazmidne DNA v celice E. coli BL21(DE3)pLysE 
 
V gen za protein gp6 na plazmidu pET8c gp6 smo z reakcijo PCR uvedli točkovni mutaciji 
gp6 Y34A in gp6 E18A. Uvedli smo samo ti dve točkovni mutaciji, saj smo ostale izločili 
na podlagi rezultatov beta-galaktoznega testa. Uporabili smo enake začetne 
oligonukleotide in izvedli enako reakcijo PCR kot opisano v Preglednici 18 in 19. Ta 
postopek je pomemben za izolacijo rekombinantnih proteinov, ki smo jih uporabili v 
nadaljevanju. 
 
Preglednica 18: Sestava reakcijske zmesi za PCR za uvedbo mutacij v plazmidno DNA pET8c. 
Komponenta reakcijske zmesi  Volumen (µL) 
H20 16,25 
5× Phusion HF pufer 5 
Phusion DNA polimeraza  0,5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Začetni oligonukleotid 1 (0,5 µM) 1 
Začetni oligonukleotid 2 (0,5 µM) 1 
Plazmidna DNA pET8c gp6 (45,7 ng/µL) 0,75 
Skupni volumen  25 
 
 
Preglednica 19: Program za reakcijo PCR za uvedbo mutacije v plazmidu pDG148-ORF6. 
Temperatura  Čas   Proces 
95 °C 30 s  začetna denaturacija DNA 
95 °C 30 s  denaturacija DNA 
55 °C 1 min 16 ciklov prileganje začetnih oligonukleotidov 
72 °C 3 min  podaljševanje 
4 °C ∞  ustavitev 
 
 
Sledila je transformacija rekombinantnih plazmidov v celice E. coli BL21(DE3)pLysE po 
protokolu za transformacijo opisanem v poglavju Materiali in metode. Celice E. coli 
BL21(DE3)pLysE so primerne za sprožitev sinteze proteinov in imajo izbrisane gene za 
nekatere proteaze, ki bi lahko razgradile rekombinantne proteine. Celice smo nacepili na 
trdno gojišče LB z antibiotikoma ampicilin (100 µg/mL) in kloramfenikol (25 µg/ml). 
Zapis za odpornost proti ampicilinu imajo celice na derivatu plazmida pET8c, zapis za 
odpornost proti kloramfenikolu pa na plazmidu pLysE. 
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3.2.16  Izolacija proteinov  
 
Eno zrastlo transformanto E. coli BL21(DE3)pLysE z derivatom plazmida pET8c gp6 z 
uvedeno mutacijo na trdnem gojišču LB Ap Cm smo z zobotrebcem precepili v 10 mL 
tekočega gojišča LB in gojili pri 200 rpm in 37 °C preko noči. Naslednji dan smo 1 mL 
prekonočne kulture prenesli v 40 mL svežega tekočega gojišča LB in stresali pri 200 rpm 
in 37 °C do optične gostote 0,5 izmerjeni pri valovni dolžini 600 nm. Ko je kultura dosegla 
to vrednost, smo epruvete ohladili pod hladno vodo do 20 °C in dodali 24 µL 1 M IPTG. 
Kulturo smo stresali pri 180 rpm in 20 °C 4 ure. Nato smo jo centrifugirali na 6000 g pri 4 
°C 15 minut. Pelet smo resuspendirali v hladni fiziološki raztopini in ga prenesli v manjše 
centrifugirke. Sledilo je ponovno centrifugiranje pri enakih pogojih. Pelet smo shranili pri 
–20 °C do naslednjega dne, ko smo ga odtalili in resuspendirali v 6 mL raztopine (6 mL 
pufra za lizo, 6 µL RNaze, 6 µL benzoaze, četrt tablete proteinaznega inhibitorja cOmplete 
ULTRA Tablets, Mini, EASYpack (Roche, Švica), konica spatule lizocima v prahu). 
Mešanico smo prenesli v manjše mikrocentrifugirke z varnostnim zapiranjem ter jih mešali 
pol ure pri 4 °C. Po tem času smo izvedli 10-minutno razbijanje celičnih sten z 
ultrazvokom: 20 s razbijanje (40 % jakost), 20 s brez razbijanja. Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant shranili. Po 100 µL Ni-NTA agaroze smo predhodno 
trikrat sprali s 500 µL pufra za lizo. Ni-NTA agaroza nam služi za izolacijo proteinov, ki 
imajo histidinski repek iz šestih histidinov na N- ali C-terminalnem koncu. 
Nitrilotriacetilna skupina je kelator vezan na agarozne kroglice. Histidinski rep proteina se 
veže na dvovalentne nikljeve ione, protein pa speremo iz kolone z imidazolom, stransko 
skupino aminokisline histidin, ki izrine na kolono vezan protein. 
 
Supernatant proteinov smo zmešali v čaši z Ni-NTA agarozo in inkubirali na mešalu za pol 
ure pri 4 °C. Sledilo je hitro centrifugiranje za približno 20 sekund, da smo posedli 
stacionarno fazo – Ni-NTA kroglice, ter spiranje: 1× spiranje z 800 µL pufra za lizo, 3× 
spiranje z 800 µL pufra za spiranje, 2× spiranje z 80 µL pufra za elucijo. Zadnjo elucijo 
smo vnesli v dializno vrečko s porami velikosti 3,5 kDa ter pustili čez noč v dializnem 
pufru pri 10 °C. Naslednji dan smo pomerili koncentracijo izoliranega proteina na 
spektrofotometru NanoDrop 1000, ga centrifugirali in shranili v zamrzovalnik pri -20 °C.  
 
 
3.2.17  Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata 
 
Spektrofotometrično smo določili koncentracije izoliranih proteinov (Preglednica 22). 
 





 =  
Mw
ε ∗ l
 ∗  A                …(2) 
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Molarno koncentracijo izoliranih proteinov smo izračunali po enačbi (3). 
 
c =  
γ
Mw
                 …(3) 
 
Glede na velikost proteinov smo pripravili 15 % NaDS gel. Uporabili smo 1 × pufer MES 
za izvedbo elektroforeze. Tekla je 50 minut pri 180 V. Po tem času smo gel 3-krat spirali v 
dH2O in ga nato preko noči razbarvali v barvilu Comassie blue. 
 
 
3.2.18  Površinska plazmonska resonanca (SPR) za analizo interakcij protein-DNA 
 
Izračunali smo koncentracijo izoliranih proteinov po enačbi (3). Nato smo izvedli vezavo 
mutant proteinov gp6 na promotorsko področje P3, kamor se veže tudi nespremenjen 
protein gp6. Molekulo DNA smo pripravili tako, da smo hibridizirali začetne 
oligonukleotide GP6 Y34A in GP6 E18A. Tako pripravljeno dvoverižno DNA z vezavnim 
mestom za protein gp6 ter štrlečim koncem enoverižne DNA iz 15 nt smo preko 
enoverižne DNA hibridizirali na površino SPR čipa z imobilizirano komplementarno 
verigo 15 nt DNA. Najprej smo injicirali proteine pri koncentraciji 300 nM redčenih v 
pufru SPR. Proteini so bili redčeni po enačbi (4) (Preglednica 20). 
 
V2 =  
V1 ∗ c1
c2
                 …(4) 
 
V1 je želeni volumen, V2 je volumen proteina na koncu, c1 je želena koncentracija 
proteina, c2 je koncentracija izhodiščnega proteina. V našem primeru je bil želeni volumen 
500 µL ter želena koncentracija 300 nM. 
 
Preglednica 20: Uporabljena količina proteina gp6 ali njegovih deriavatov in pufra SPR za študije interakcije 
protein-DNA pri končni koncentraciji proteina 300 nM. 
Protein  Volumen dodanega proteina (µL) Volumen dodanega pufra SPR (µL) 
gp6 E18A 15,8 484,2 
gp6 Y34A 5,5 494,5 
divji tip gp6  12,6 487,4 
 
Ko smo videli, da vse dobro teče, smo izvedli še avtomatsko vezavo z 250 µL mešanice s 
končno koncentracijo proteinov 300 nM ter pufra za SPR. Oba proteina smo vezali na 
sidro – promotor P3. Študija interakcije je potekala uro in pol (Preglednica 21). 
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Preglednica 21: Uporabljena količina proteina gp6 ali njegovih derivatov in pufra SPR za študije interakcije 
protein-DNA pri končni koncentraciji proteina 300 nM. 
Protein  Volumen dodanega proteina (µL) Volumen dodanega pufra SPR (µL) 
gp6 E18A 7,9 242,1 
gp6 Y34A 2,8 247,2 
divji tip gp6  6,3 243,7 
 
 
3.2.19  Bioinformacijska analiza 
 
Model tridimenzionalne strukture proteina gp6 smo ustvarili s homolognim modeliranjem s 
strežnikom Swiss Model (Biasini in sod., 2014). Kot matrico smo uporabili protein LexA 
bakterije E. coli. Strukture proteinov in DNA smo vizualizirali s programom VMD 1.9.3. 
 
Nukleotidne zapise za izolirane rekombinantne proteine so za nas pridobili v podjetju 
Mycrosinth AG (Švica). Prepis sekvenc iz nukleotidnega zaporedja v aminokislinsko 
zaporedje smo naredili z orodjem Translate ter lastnosti proteinov preverili z orodjem 
ProtParam na strežniku ExPASy (Artimo in sod., 2012). 
 
Poravnavo več aminokislinskih zaporedij smo naredili s spletnim orodjem Clustal Omega 
(Sievers in sod., 2011) in jih prikazali z orodjem BoxShade, ki ga najdemo na strežniku 
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4.1 MODEL STRUKTURE PROTEINA gp6 VEZANEGA NA DNA  
 
S pomočjo programa VMD 1.9.3 smo vizualizirali model strukture proteina gp6 (Slika 4). 
Model kaže na to, da gradijo protein gp6 tri α-vijačnice. Glede na ta model smo izbrali 
aromatske ali nabite aminokislinske ostanke, ki naj bi bili v stiku z RNA-polimerazo, in jih 
spremenili v aminokislino alanin. Aminokislinske ostanke smo izbrali tako, da ti 
predvidoma niso v kontaktu z DNA in ležijo na posamezni α-vijačnici proteina gp6. S tem 
smo želeli ugotoviti, katera vijačnica gp6 je najpomembnejša za interakcijo z RNA-
polimerazo. Za uvedbo mutacij smo v reakciji PCR uporabili Phusion polimerazo in 






Slika 4: Model strukture DNA in nanjo vezanega proteina gp6 z označenimi točkovnimi mutacijami v 
aminokislinskih ostankih. 
 
V zapis za divji tip proteina gp6 na plazmidu pDG148-ORF6 smo z naborom začetnih 
oligonukleotidov gp6 E11A, gp6 E18A, gp6 D8A, gp6 R52A in gp6 Y34A uvedli 
točkovne mutacije aminokislinskih ostankov.  
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4.2 VPELJAVA METODE ZA UVEDBO MUTACIJ NA AMINOKISLINSKIH 
OSTANKIH 
 
Iz celic B. thuringiensis GBJ002 pDG148-ORF6/pHT304.18Z-2' smo izolirali plazmidno 
DNA. Na plazmidu pDG148-ORF6 je ORF6 pod kontrolo promotorja T7. S pomočjo 
začetnih oligonukleotidov orf6 smo z reakcijo PCR pomnožili zapis za protein gp6 na 
plazmidu pDG148-ORF6. S tem smo potrdili njegovo prisotnost na plazmidu. 
 
Sledila je reakcija PCR, s katero smo uvedli točkovne mutacije v izbrane aminokislinske 
ostanke. Na plazmidu pDG148-ORF6 iz celic B. thuringiensis GBJ002 pDG148-
ORF6/pHT304.18Z-2' smo uvedli mutacije na izbranih aminokislinskih ostankih zapisa za 
protein gp6. Na sliki 5 lahko vidimo pomnožke plazmidov z uvedenimi točkovnimi 
mutacijami v aminokislinskih ostankih proteina gp6, ki smo jih uvedli s pomočjo 
specifičnih komplementarnih začetnih oligonukleotidov.  
 
Veliko časa smo posvetili prilagoditvi reakcije PCR na najboljše razmerje začetnih 
oligonukleotidov. Začeli smo z 1 µL posameznega začetnega oligonukleotida s 
koncentracijo 100 µM in Turbo DNA polimerazo (Preglednica 12). Uporabili smo program 
z 12 cikli za uvedbo točkovnih mutacij (Preglednica 13).  
 
Reakcija ni dala produktov, zato smo v naslednji reakciji uporabili 0,25 µL začetnih 
oligonukelotidov koncentracije 50 µM in Phusion polimerazo. (Preglednica 14). Program 
reakcije smo prilagodili tako, da je ta tekla 16 ciklov (Preglednica 15). Ko se je reakcija 
končala, smo dodali še 0,5 µL Phusion polimeraze, da smo povečali učinkovitost 
pomnoževanja. Reakcija je po enakem protokolu kot v Preglednici 15 tekla še 12 ciklov. 
 
Tudi ta način ni dal produkta, zato smo poskusili ponovno z začetnimi oligonukleotidi 
koncentracije 10 µM (Preglednica 16) in programom za reakcijo PCR navedenim v 
Preglednici 17. 
 
Reakcija ni dala produktov, zato smo ponovili reakcijo PCR s koncentracijama začetnih 
oligonukleotidov 5 µM in 0,5 µM. Komponente reakcijske zmesi so bile enake kot 
zapisano v Preglednici 16, program pa enak kot v Preglednici 17. Uspešna je bila reakcija 
redčitve začetnih oligonukleotidov na končno koncentracijo 0,5 µM. Dobili smo produkte 
velikosti ~10000 bp, kolikor je tudi velikost plazmida pDG148-ORF6 (Slika 5). 
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Slika 5: Pomnožki plazmida pDG148-ORF6 z uvedenimi mutacijami v genu za gp6. Na 0,8-% agaroznem 
gelu je po 6 µL reakcijske zmesi nanešane v posamezno jamico. V prvi jamici je točkovna mutacija za 
mutanta gp6 E11A, v drugi za mutanta gp6 E18A, v tretji za mutanta gp6 D8A, v četrti za mutanta gp6 Y34A 
in v peti za mutanta gp6 R52A. V zadnji jamici je standard - 1 kb DNA lestvica. 
 
 
4.3 PREPOZNAVA AMINOKISLINSKIH OSTANKOV POMEMBNIH ZA 
AKTIVACIJO LITIČNEGA PROMOTORJA P3 
 
Za pripravo plazmidne DNA za elektroporacijo smo uporabili celice E. coli DH5α in nato 
celice E. coli dam-. Pomembno je, da izberemo prave seve, saj je od tega odvisna 
učinkovitost transformacije. Transformacija plazmidov v kompetentne celice B. 
thuringiensis je učinkovitejša v kolikor so plazmidi izolirani iz seva E. coli dam-. Te celice 
imajo izbrisan gen za deoksiadenozin metilazo (Dam), zato DNA v tej bakteriji ni 
metilirana na adeninu na mestu GATC.  
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Slika 6: Poravnava nukleotidnih zaporedij proteina gp6 in njegovih različic, vključenih v plazmid pDG148-
ORF6. Rdeče so označeni tripleti spremenjeni v kodon za aminokislino alanin. Iz zaporedij so izključeni 
začetni in stop kodoni. 
 
Preverjanje ustreznosti nukleotidnega zaporedja plazmidov z uvedenimi mutacijami je za 
nas izvedlo podjetje Mycrosinth AG (Švica) (Slika 6, Priloga B). Sekvenciranje so izvedli 
z začetnim oligonukleotidom T7 terminator. 
 
 
4.4 ELEKTROPORACIJA CELIC B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18-2' 
 
Pripravili smo kompetentne celice seva B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18-2' po 
protokolu opisanem v poglavju Metode in materiali. Protokol nam je posredovala dr. N. 
Fornelos (Broad Institute of MIT and Harvard, ZDA.). 
 
Ker imajo bakterije iz rodu Bacillus debelo celično steno, kemična transformacija ni 
učinkovita in je potrebno izvesti elektroporacijo. Pomembno je, da imajo plazmidi, ki jih 
želimo vstaviti v celice, nemetiliran adenin na mestu GATC. Tak metilacijski profil je 
ustreznejši, saj z njim zvišamo frekvenco transformacije.  
 
Po elektroporaciji smo celice nacepili na trdna selekcijska gojišča LB z antibiotikoma 
kanamicin in eritromicin, kjer so vse uspešno zrastle. S tem smo pokazali, da so celice B. 
thuringiensis GBJ002 pHT304.18-2' z odpornostjo proti antibiotiku eritromicinu sprejele 
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plazmid pDG148-ORF6 z odpornostjo proti antibiotiku kanamicinu. Na plošči sta bili dve 
vrsti kolonij – gladke in nagubane. B. thuringiensis ima nagubano obliko kolonij, zato smo 
le-te precepili na sveža selekcijska gojišča. Pri mutanti gp6 E11A je prišlo do napake pri 
precepljanju, saj so na svežem gojišču zrastle samo gladke kolonije. Posledično smo to 
mutanto izločili iz nadaljnjih raziskav. 
 
 
4.5 AKTIVNOST MUTANTOV PROTEINA gp6 IN VIVO 
 
Z β-galaktozidaznim testom smo želeli ugotoviti, ali fagni protein gp6 z uvedenimi 
mutacijami lahko sproži transkripcijo iz promotorja P3. Test smo izvedli s štirimi od petih 
mutant, ker je pri mutanti gp6 E11A prišlo po elektroporaciji do kontaminacije na ploščah.  
 
Celice B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18Z-2' nosijo na plazmidu poročevalski gen lacZ 
pod kontrolo promotorja P3. V celicah, ki imajo poleg zgoraj navedenega plazmida tudi 
plazmid za z IPTG sproženo sintezo proteina gp6 ali derivata tega proteina gp6 R52A ter 
gp6 D8A, smo po dodatku IPTG zaznali povečanje izražanja gena lacZ, sinteze encima β-
galaktozidaza in s tem aktivnost promotorja P3. Ob poškodbi DNA deluje protein gp6 kot 
aktivator promotorja P3 in sproži se litični cikel bakteriofaga GIL01. Za sprožitev 
poškodbe DNA smo k celicam dodali subinhibitorno koncentracijo mitomicina C (MMC). 
Aktivnost promotorja smo merili ob sprožitvi poškodbe (čas 0) in po 90 minutah, ko smo 
zaključili s poskusom. V primeru transkripcije genov na operonu lac se je ob dodatku 
ONPG reakcijska zmes obarvala rumeno. Točkovna mutacija, ki povzroči zamenjavo 
aminokislinskega ostanka, v tem primeru ni bistveno vplivala na funkcijo proteina. 
Nekatere variante proteina gp6 pa so povzročile nefunkcionalnost proteina gp6, zato ni 
prišlo do aktivacije prepisa gena lacZ. Slednje se je zgodilo pri mutantih gp6 Y34A in gp6 
E18A. Pri mutantu gp6 E18A smo prepoznali zelo visoko aktivnost promotorja pred 
dodatkom mitomicina C in znižanje aktivnosti po 90 minutah sprožitve poškodbe DNA 
(Slika 7). 
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Slika 7: Aktivnost promotorja P3 merjenega s sledenjem aktivnosti poročevalskega gena lacZ prikazana v 
Millerjevih enotah. Aktivnosti smo izmerili ob času 0 oziroma 90 minut po dodatku genotoksičnega agensa. 
 
Na Sliki 7 vidimo, da je bila pri mutantah gp6 Y34A in gp6 E18A po 90 minutah znižana 
aktivnost encima beta-galaktozidaze glede na začetno aktivnost. S tema mutantama smo 
raziskavo nadaljevali. Pri ostalih dveh mutantah in kontroli (divji tip gp6) pa je bila 
aktivnost encima po 90 minutah stresnih pogojev povečana glede na čas 0, saj je bil protein 
gp6 v teh primerih funkcionalen in sposoben sprožiti prepis genov. Zaradi zahtevnosti 
izvedbe smo test izvedli le enkrat. 
 
 
4.6 IZOLACIJA VARIANT PROTEINOV gp6  
 
Da bi dokazali, da sta proteina gp6 Y34A ter gp6 E18A pravilno zvita, smo ju izolirali in 
analizirali sposobnost vezave teh proteinov na promotorsko področje P3. Mutacije v genu 
za protein gp6 smo izvedli direktno na plazmidu pET8c gp6. Preverjanje ustreznosti 
nukleotidnega zaporedja plazmidov pET8c gp6 z uvedenima mutacijama gp6 E18A in gp6 
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Slika 8: Poravnava zaporedij vključka gp6 ali njegovih derivatov v plazmidu pET8c gp6. Rdeče označeno so 
aminokislinski ostanki, spremenjeni v aminokislino alanin. 
 




Slika 9: NaDS-PAGE analiza vzorcev, odvzetih tekom izolacije divjega tipa proteina gp6.  
Na 15-% akrilamidnem gelu smo v prvo jamico vnesli 4 µL standarda (Prestained protein ladder, 
ThermoFischer Scientific), v drugo jamico 3 µL vzorca izolacije proteina pred sonikacijo, v tretjo 13 µL 
vzorca izolacije proteina po sonikaciji, v četrto 3 µL vzorca peleta po centrifugiranju, v peto 13 µL vzorca 
supernatanta po centrifugiranju, v šesto 13 µL vzorca izolacije proteina v pufru za lizo, v sedmo 13 µL 
vzorca izolacije proteina v pufru za spiranje, v osmo 13 µL vzorca izolacije proteina v elucijskem pufru in v 
deveto 13 µL izoliranega divjega tipa proteina gp6 koncentracije 0,39 mg/mL. 
 
Velikost divjega tipa proteina gp6 na gelu je približno 13 kDa. Vidnih je precej nečistoč, ki 
so se prenesle iz začetnih jamic z večjimi koncentracijami nečistoč (Slika 9). 
 
Za izolacijo proteinov z uvedenimi mutacijami smo uporabili kompetentne celice E. coli 
BL21(DE3)pLysE, ki smo jim predhodno s transformacijo vstavili plazmid pDG148-ORF6 
z uvedenimi mutacijami na aminokislinskih ostankih gp6 E18A in gp6 Y34A. Na sliki 10 
vidimo izolirane rekombinantne proteine mutant gp6 velikosti ~13 kDa. 
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Slika 10: NaDS-PAGE analiza izoliranih proteinov gp6 in njegovih mutantov gp6 E18A in gp6 Y34A.  
Na 15-% akrilamidnem gelu smo v prvo jamico nanesli 4 µL standarda (Prestained protein ladder, 
ThermoFischer Scientific), v drugo jamico 10 µL gp6 E18A koncentracije 0,0875 mg/mL, v tretjo jamico 1 
µL gp6 Y34A koncentracije 0,252 mg/mL, v četrto jamico 5 µL gp6 Y34A 0,252 mg/mL in v peto jamico 15 
µL 0,585 mg/mL kontrole-intaktnega proteina gp6. Proteini so bili shranjeni v dializnem pufru, ki je bil 
sestavljen iz 500 mM NaCl, 20 mM TrisHCl in 5 mM EDTA (pH=7,4). 2 mM DDT je reducent, ki smo ga 
dodali vzorcu, ker je v proteinskem zaporedju gp6 prisoten ostanek aminokisline cistein. 
 
Kljub razliki v aminokislinskem zaporedju se tako divji tip proteina gp6 (Slika 9) kot 
rekombinantni protein gp6 (Slika 10) zvijata podobno oziroma imata podobno topnost, saj 
potujeta primerljivo hitro na poliakrilamidnem gelu. To lastnost smo izkoristili v 
nadaljevanju, ko smo preverili vezavo rekombinantnih proteinov gp6 na DNA z metodo 
SPR. 
 
V Preglednici 22 je prikazana molekulska masa, ekstinkcijski koeficient, absorbanca pri 
280 nm, masna koncentracija proteina in koncentracija izoliranega proteinov gp6, ki smo 
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Preglednica 22: Izračun koncentracije proteinov za nanos na gel in za SPR. 










gp6 E18A 9241,59 4478 0,0423 0,0875 9,47 
gp6 Y34A 9207,53 2980 0,0816 0,252 27,37 
divji tip 
gp6 
    11,92 
 
 
4.7 VEZAVA REKOMBINANTNIH PROTEINOV gp6 NA PROMOTOR P3 
 
Z metodo SPR smo analizirali vezavo divjega tipa proteina gp6 in rekombinantni mutanti 
gp6 na promotorsko področje P3. S tem smo želeli preveriti, ali je rekombinantni protein 
gp6 zmožen vezave na DNA, kljub nezmožnosti sprožitve prepisa genov. S tem smo želeli 
preveriti, če sta mutanta ohranila način zvitja. 
 
Za integracijo DNA promotorskega področja P3 na katerega se veže protein gp6 smo 
prvotno vezali enoverižno DNA (sidro) na drugo celico SPR čipa. Prvo celico smo pustili 
prosto. Preko enoverižne DNA smo nato s hibridizacijo pritrdili dvoverižno DNA, ki je 
vključevala zaporedje za vezavo proteina gp6 in enoverižno DNA, ki je bila 
komplementarana zaporedju sidra. Preko DNA smo nato injicirali protein gp6 oziroma 
njegovi različici ter primerjali senzograme vezave. Najprej smo izvedli vezavo ročno, da 
smo zagotovili dobre pogoje za sledečo avtomatsko vezavo. Zaradi prevelike koncentracije 
proteinov smo morali optimizirati njihovo koncentracijo z redčenjem v 1× pufru SPR. 
Končna koncentracija uporabljenih proteinov je bila 300 nM. Koncentracije in izračuni 
zanje so zapisani v poglavju Materiali in metode. Sledila je avtomatska vezava, pri kateri je 
aparat brizgal proteine preko DNA (Slika 11). 
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Slika 11: Senzogrami interakcije divjega tipa gp6 (wt) oziroma njegovih različic s promotorskim področjem 
P3. Koncentracije uporabljenih proteinov so bile 300 nM. RU so odzivne enote merjene v realnem času, 
proteini so bili vbrizgani pri času 0 s za 120 s pri pretoku 30 μL/min. Grafi prikazujejo, da se divji tip 
proteina gp6 veže do 20 odzivnih enot (RU), podobno kot njegova derivata gp6 Y34A do 25 RU in gp6 
E18A do 38 RU. DNA je bila imobilizirana na čip pri času -180 s. 
 
Iz Slike 11 je razvidno, da se proteina gp6 E18A in gp6 Y34A vežeta na DNA primerljivo 
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5.1 OPTIMIZACIJA REAKCIJE PCR ZA UVEDBO TOČKOVNIH MUTACIJ V 
GENU ZA PROTEIN gp6 
 
Izolirano plazmidno DNA iz celic B. thuringiensis GBJ002 pDG148-ORF6/pHT304.18Z-
2' smo pomnožili z naborom očiščenih začetnih oligonukleotidov za uvedbo točkovnih 
mutacij ter s Phusion polimerazo. Ugotovili smo, da je uspešnost reakcije zelo odvisna od 
ustrezne koncentracije začetnih oligonukleotidov. Uspešna je bila šele reakcija, ko smo 
založno koncentracijo začetnih oligonukleotidov redčili 200× (Slika 5). Reakcijo smo 
izvedli z začetnimi oligonukleotidi (0,5 µM). Optimizacija koncentracije začetnih 
oligonukleotidov v reakcijski zmesi je bila še posebej pomembna, ker smo uspeli pridobiti 
le malo plazmidne DNA. Ugotovili smo, da lahko s Phusion polimerazo v izbrani gen 
učinkovito vnesemo točkovne mutacije. 
 
 
5.2 VSTAVLJANJE REKOMBINANTNEGA PLAZMIDA V KOMPETENTNE 
CELICE B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18Z-2' Z ELEKTROPORACIJO 
 
S težavo smo našli pravi protokol za izvedbo elektroporacije celic B. thuringiensis GBJ002 
pHT304.18Z-2'. Težava je bila tako v pripravi celic kot v pripravi DNA. Izoliran in 
pomnožen plazmid pDG148-ORF6 iz celic B. thuringiensis GBJ002 pDG148-
ORF6/pHT304.18Z-2' smo s transformacijo vstavili v celice E. coli DH5α, iz njih pa v 
celice E. coli dam-. Macaluso in Mettus (1991) sta v svoji raziskavi predstavila, da je 
učinkovitost elektroporacije večja, če v celice vstavljamo DNA, predhodno izolirano iz 
celic E. coli dam-. Te celice imajo okvarjen metilacijski aparat, ki ne metilira adenina v 
zaporedju GATC. Tak metilacijski profil je ustreznejši, saj z njim zvišamo frekvenco 
transformacije, saj metilacijsko-restrikcijski mehanizmi bakterije B. thuringiensis ne 
prepoznajo nemetilirane DNA. S to raziskavo sta Macaluso in Mettus (1991) pokazala, da 
je ovira za transformacijo številnih sevov B. thuringiensis predvsem izvor plazmidne DNA 
in ne sam postopek elektroporacije. 
 
Stene po Gramu pozitivnih bakterij imajo obsežnejšo plast peptidoglikana kot po Gramu 
negativne bakterije, zato je potrebno temu prilagoditi tudi izvedbo elektroporacije. 
Uporabljen protokol nam je posredovala dr. N. Fornelos (Broad Institute of MIT and 
Harvard, ZDA.). Najboljše kompetentne celice dobimo s hitrim delom in hranjenju celic na 
toplem (20-30 °C).  
 
Po elektroporaciji so transformante B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18-2' sprejele 
plazmid pDG148-ORF6, saj so zrastle na selekcijskem gojišču z dvema antibiotikoma. 
Med postopki smo morali celice večkrat precepiti na sveže plošče. Izkazalo se je, da sta 
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bili na ploščah dve vrsti kolonij – gladke in nagubane. Ugotovili smo, da je verjetno prišlo 
do okužbe pri gojenju na selekcijskih gojiščih oziroma že pri pripravi kompetentnih celic. 
Verjetno smo pri mutantu gp6 E11A na začetku precepili napačne kolonije in s tem 
izgubili želene celice, zato celice z uvedeno mutacijo v gp6 E11A nismo testirali z beta-
galaktozidaznim testom. Raziskavo smo nadaljevali s preostalimi štirimi mutanti. 
 
 
5.3 β-GALAKTOZIDAZNI TEST POKAŽE AKTIVNOST REKOMBINANTNIH 
PROTEINOV gp6 IN VIVO 
 
Aktivnost promotorjev in analizo signalov, ki sprožijo prepis genov, pogosto na nivoju 
posameznega gena spremljamo s sklopitvijo promotorja s poročevalskim genom lacZ brez 
lastnega promotorja. V bakteriji E. coli operon lac sestavljajo geni lacZ, lacY in lacA. Gen 
lacZ nosi zapis za encim β-galaktozidazo, ki razgrajuje laktozo do glukoze in galaktoze ter 
je odgovoren za produkcijo alolaktoze. Slednja molekula je signal za sprožitev prepisa 
genov operona lac (Marbach in Bettenbrock, 2012). V zapisu za plazmidno DNA celic B. 
thuringiensis GBJ002 pHT04.18Z-2' je promotor P3, kamor se veže gp6, sklopljen z 
genom lacZ. Zaradi tega lahko zelo enostavno z biokemijsko reakcijo dokažemo aktivacijo 
promotorja P3. Aktivnost β-galaktozidaze dokažemo po dodatku substrata, ki razpade na 
rumeno obarvan produkt; o-nitrofenol in galaktozo. Spremembo barve reakcijske zmesi v 
rumeno izmerimo s spektrofotometrom pri valovni dolžini 420 nm.  
 
Encim β-galaktozidazo najdemo v celicah E. coli in je najbolje poznan v reakciji z X-gal 
(5-bromo-4-kloro-3-indol-β-D-galaktopiranozid). Tega razgradi, kar povzroči sprostitev in 
dimerizacijo indola v netopen produkt, ki da modro obarvanost kolonij. Kot substrat za 
encim lahko služi tudi IPTG, ki je analog X-gal (Juers in sod., 2012). Encim β-
galaktozidaza ga ne more razgraditi. Namesto tega IPTG s svojo vezavo na promotor pred 
operonom lac poveča aktivnost operona, kar povzroči povečano izražanje genov. 
 
Glede na pozitiven β-galaktozidazni test smo izločili mutanta gp6 D8A in gp6 R52A (Slika 
7). Test smo ponovili samo enkrat, ker zaradi tehnične zahtevnosti eksperimenta nismo 
mogli zagotoviti doslednih rezultatov. Iz tega razloga rezultat ni dovolj dobro statistično 
podprt, da bi lahko z gotovostjo zaupali v njegovo pravilnost. Raziskavo smo nadaljevali s 
površinsko plazmonsko resonanco z mutantama gp6 E18A in gp6 Y34A. Namen je bil 
preveriti, ali se mutant gp6, ki ni sposoben sprožiti transkripcije genov oziroma slabše 
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5.4 IZOLACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV gp6  
 
Plazmidno DNA z vključkom za uvedeno točkovno mutacijo gp6 E18A ali gp6 Y34A smo 
transformirali v celice E. coli BL21(DE3)pLysE. Pomembno je pravilno izbrati 
ekspresijske seve za izolacijo proteina, saj imajo lahko nekateri sevi večje količine proteaz, 
ki razgradijo inducirani rekombinantni protein.  
 
Izolacijo proteinov smo izvedli z afinitetno kromatografijo na Ni-NTA agarozi. Uporabili 
smo hitro afinitetno izolacijo proteinov s centrifugiranjem. Pri takem postopku se določen 
delež proteinov izgubi tekom izolacije, a koncentracije proteinov, ki smo jih pridobili, so 
zadostovale za nadaljnje poskuse. Pred nanosom vzorcev na poliakrilamidni gel smo 
izoliran protein obdelali z reducentom DDT, ki razklene disulfidne vezi ter tako prepreči 
tvorbo dimerov.  
 
 
5.5 REKOMBINANTNI PROTEINI gp6 SE KLJUB MUTACIJAM VEŽEJO NA 
PODROČJE PROMOTORJA P3 
 
V preteklosti so razvili številne načine za označevanje proteinov, ki omogočajo 
karakterizacijo proteinov na področju njihove strukture, zvijanja in interakcij z drugimi 
proteini (Nguyen in sod., 2015). Vendar uporaba oznak povzroča sterične ovire ali 
spremembo v strukturni konfiguraciji, kar vpliva na afiniteto označenih molekul na tarčne 
biomolekule. Zato je SPR kot metoda brez oznak ena od boljših tehnologij za ugotavljanje 
specifičnosti, afinitete in kinetičnih parametrov interakcij med makromolekulami, kot so na 
primer proteini (Nguyen in sod., 2015). 
 
S SPR smo želeli ugotoviti, ali se gp6 z mutacijo v aminokislinskem ostanku gp6 E18A in 
gp6 Y34A veže na tarčno DNA vezavno mesto. Protein smo preko imobilizirane DNA 
injicirali le v eni koncentraciji. Poskus bi lahko ponovili tako, da bi proteine injicirali pri 
različnih koncentracijah in tako dokazali koncentracijsko odvisno interakcijo. Izolirani 
protein je bil v visokih koncentracijah, zato je bilo potrebno predhodno redčenje v 1× SPR 
pufru. Preden smo zagnali avtomatsko vezavo, ki deluje samostojno, smo vezavo 
preizkusili z ročno vezavo. S površinsko plazmonsko resonanco smo pokazali, da pride do 
vezave mutantov gp6 E18A in gp6 Y34A na promotorsko področje P3. Vendar pa gre za 
nefunkcionalen protein, saj ne zmore aktivacije promotorja P3.  
 
Glede na model strukture proteina gp6 predvidevamo, da sta mutaciji gp6 E18A in gp6 
Y34A locirani na različnih vijačnicah (Slika 4). Iz tega lahko sklepamo, da RNA-
polimeraza interagira z večjo površino proteina gp6. Da bi naše domneve potrdili, bi 
morali narediti dodatne raziskave ohranjenosti struktur proteinov po uvedbi mutacij.  
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• Mutanta gp6 D8A in gp6 R52A podobno kot divji tip proteina gp6 aktivirata litični 
promotor P3 bakteriofaga GIL01.  
• Mutanta gp6 E18A in gp6 Y34A nista zmožni oziroma slabše aktivirata prepis 
litičnega promotorja bakteriofaga GIL01. 
• Mutanta gp6 E18A in gp6 Y34A lahko izoliramo kot topna proteina, ki ohranita 
zmožnost interakcije s promotorskim področjem P3. 
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Bakteriofag GIL01 spada v družino Tectiviridae in okužuje bakterijo Bacillus 
thuringiensis. Gre za temperatni fag, ki v gostiteljski celici vzpostavi dva načina življenja: 
litični in lizogeni cikel. Dolgo lahko živi v lizogenem ciklu, dokler ne pride do poškodbe 
gostiteljske DNA in fag preide v litični cikel. S tem lahko pobegne iz potencialno 
umirajočega gostitelja. Kot represor za vzpostavitev lizogenega cikla uporablja gostiteljski 
protein LexA, ki je vpleten v odziv SOS. Omenjeni protein nadzoruje gene, ki so 
pomembni pri popravljanju poškodovane DNA.  
 
Bakteriofag ima več različnih genskih produktov (gp), ki vplivajo na transkripcijo v 
litičnem ciklu. Ob poškodbi gostiteljske DNA pride do zakasnjenega prepisa genov pod 
kontrolo promotorja P3. Za aktivacijo slednjega promotorja je nujno potreben produkt 
zgodnjih genov faga, protein gp6, ki se specifično veže na promotor P3 in najverjetneje 
sodeluje pri stabilizaciji vezave RNA-polimeraze na promotor. Promotor P3 je odgovoren 
za prepis genov za zorenje viriona in lizo gostitelja. Poleg gp6 je pomemben tudi protein 
gp7, ki v odzivu SOS stabilizira vezavo LexA na DNA in s tem omogoči lizogenijo faga.  
 
Namen te naloge je bil pokazati, da mutacije v določenih aminokislinskih ostankih proteina 
gp6 bakteriofaga GIL01 lahko vplivajo na aktivacijo litičnega promotorja bakterije 
Bacillus thuringiensis. Predvidevali smo, da bo zamenjava posameznega aminokislinskega 
ostanka v proteinu gp6 izničila prepis genov iz P3 ter da se protein kljub onemogočeni 
transkripciji veže na promotorsko območje. 
 
Da bi dokazali naše domneve, smo s pomočjo reakcije PCR uvedli 5 različnih točkovnih 
mutacij aminokislinskih ostankov v zapis za protein gp6 na plazmidu pDG148-ORF6. To 
so: gp6 E11A, gp6 E18A, gp6 D8A, gp6 R52A in gp6 Y34A. Plazmide z uvedenimi 
mutacijami smo vstavili v celice E. coli dam- GM2163, ki imajo izbrisan gen za 
deoksiadenozin metilazo (Dam), zato DNA v tej bakteriji ni metilirana na adeninu na 
mestu GATC. Plazmidi izolirani iz takih celic imajo večjo frekvenco transformacije.  
 
Pripravili smo kompetentne celice B. thuringiensis GBJ002 pHT304.18Z-2', v katere smo z 
elektroporacijo vstavili pomnožene plazmide s točkovnimi mutacijami v aminokislinskih 
ostankih proteina gp6. Na plazmidu pHT304.18Z-2' je zapis za promotor P3 sklopljen s 
poročevalskim genom lacZ. Z beta-galaktozidaznim testom lahko enostavno pokažemo ali 
je prišlo do aktivacije prepisa genov promotorja P3. Ob dodatku IPTG smo zvečali sintezo 
proteina gp6 ali njegovih različic. Ko smo z mitomicinom C uvedli poškodbo DNA, se je 
na P3 sprožil prepis genov pomembnih za litični cikel. V kolikor so uvedene točkovne 
mutacije aminokislinskih ostankov vplivale na aktivnost proteina, transkripcija genov s 
promotorja P3 ni potekla. Rezultati nakazujejo, da mutanti gp6 E18A in gp6 Y34A ne 
aktivirata promotorja P3, še vedno pa sta zmožni interakcije s promotorskim področjem 
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P3. Za dokaz slednjega smo proteine afinitetno izolirali in analizirali interakcijo proteinov 
z na SPR čip imobilizirano DNA promotorskega področja P3.  
 
Naše delo bo pripomoglo predvsem k boljšemu razumevanju interakcije fagnega proteina 
gp6 s promotorskim področjem P3 ter razumevanju procesov litičnega cikla. Da pa bi naše 
ugotovitve lahko z gotovostjo potrdili, bi bilo potrebno narediti še več ponovitev analiz. V 
prihodnosti bi bilo potrebno izvesti še več zamenjav aminokislinskih ostankov proteina 
gp6, da bi bolje določili interakcijsko površino proteina z RNA-polimerazo. Poleg tega bi 
bilo potrebno izvesti analize struktur in oligomernega stanja mutantov, da bi potrdili 
pridobljene rezultate. Prepoznava strukture proteina gp6 bi prav tako pomembno 
prispevala k razumevanju aktivacije litičnega cikla bakteriofaga GIL01. 
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Priloga B: Nukleotidna zaporedja plazmidov pDG148-ORF6 z zapisom za protein gp6 z 
uvedenimi točkovnimi mutacijami v aminokislinskih ostankih. Slednji so spremenjeni v 
aromatsko aminokislino alanin. Podčrtano so zapisi za protein gp6 na plazmidu. 
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Priloga C: Nukleotidna zaporedja plazmidov pET8c gp6 z zapisom za protein gp6 z 
uvedenimi točkovnimi mutacijami v aminokislinskih ostankih. Slednji so spremenjeni v 
aromatsko aminokislino alanin. Podčrtano so zapisi za protein gp6 na plazmidu. 
 
 

















>gp6 Y34A  
TTCAAATTCCTCACGCGTTTATAACAACTGGATGGCTCTAGGTCTTTGATGTACTCTCCTAATACGTCCTTTACTTTCCAA
TTGCATTAAATAGCGATGTGCTGTCTTATGACTTACGGCCATTCGACTCGCCATATCTCGCACGCTTGGCGCGAACCCAAA
CTCTTCCATATACCCGCTTATACATTCTAACGTATCCTGTTCCCTTGGCGTCAAGGATCCGCGCGGAACCAGGCTCGAGTG
ATGGTGATGGTGATGCATGGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGAAACCGTTGTGGTCTCCCT
ATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCA
CAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTT
GTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGG
CGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGACCGATGC
CCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAGCTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCT
TTATCATGCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTGGAGCGCGACGA
TGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGCCTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTT
TCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGCGGCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGCT
GGATGGCCTTCCCCATTATGATTCTTCTCGCTTCCGGCGGCATCGGGATGCCCGCGTTGCAGGCCATGCTGTCCAGGCAGG
TAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATCGCTCSCGGCTCTTACCAGCCTAACTTCGATCATTGGACCGCTGATCG
TC 
 
